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Verfahren zur Herstellung adulter pluripotenter StammzeUen 
Aufgnmd ihrer ratersoMedlich auageoraeten P n(m , .■ u ■ 

J^TjTT - - *— - Z*— von 



^.TT- ^ — I Qewcb.; Vanned dTin 

Kultur persisrtierenden Zellen. '• . , .. . • 

ZeUverh^ ^ Uberfbhren m 1^ Tropfen, " Bilden Classen von 



B. * anagesproehen uberraschend, da* das erfindangsgemaBe Verfahten die HeraMtag 
*Mter tannnzeUen ennsglcht die in ibrem DnJerendernngapotenzial gegenuber 
-W- S^Ue, tetoe Unterscbiede aurWeiaen und aia bezeicbnet 
v«*» icdnnen. . Dl e nnt dan, erfindungsgen^en Verfibren erzeugten StamZ e,len afcd 

Sl"rT ^ - P " d - h *- - «• v-cbiedenen Zelltypen 

der *er Ifedttfe Zur Differenzierung M keta ^ ^ er , md ^ 

mtaaen aneb me* ^naptatiert ^ . „ ^ 

Z T^Z UeD werdai - bewtm *» 

and Vitaktat uaveraadert bei. 

zeilutar Syaw ^. „ AlHwertmg totaaM . onen ^ ^ P 

^ veracbredener No*en, Cbennkanen oder an* Koa.en*. Dea Weneren biefcn 
adutte Stamen den Vorfeil, daaa autologe ZeHen „ Bildong von Gewebeeraatz e^ng. 
landtanaplanber, warden kdnnen, die keine AbstotengsreaMon bervorrufen nnd zudem aucb 
gagenuber embryonalen Stammzellen ala etbiaeh unbedenHch betracbtet warden. 

Daa erflndungagemaBe Verfabren wird anband von Zeiebnnngen erlWert Dabai zaig, 

Fig. 1 eine achematiaoba DarateHnng dea Ablanfi dea Verfabrens, 
_ Kg. 2 ^NaAweiavonEpittel-undDruaen^ 

dre anagebend von mit dem vorliegenden Verfibren erzengten Stammzellen ' 
hergestellt wurden und 

Fig. 3 dea Nacaweis von Mullen mit mesodermal md Nerveazellea mit 
ektodermalea Eigemcnaften, die ansgebead voa mit dem vorliegeadea 
Verfabxea erzengtea StaramzeUen hergestellt wurdea. 

Nach Fig. 1 wd zur Gewiaanag der Zellea aciafires Gewebe - bevorzngt der 
Bancbspeicbeldrttse -(Paakreas) - mecaaaisch and enzymatiscb zerkleinert in Kultur 
geaommea [10]. Eatgegen dea Aagabea voa Bachem et al. (1998) and Grosfils et al 
(1993) werdea keine Gewebeblocke kultiviert aus denea ZeUea auswacasen sollen, soadera • 
imter def Bedingung, dass die ZeUverbande der Acini weitestgebend intakt bleiben, das 
Gewebe starker zerkleinert 



b. ^ m Mte persistiermden 2enen ^ . sioh 

imtuoemgesohrauiterTsUnngsabigkeit 

J** 2 * SW — beacbrieben und ^ ^ ^ 

SZlT, ^ 1161 ^ ta - - ™*>*«*-L. 

nnbegrenzt paasagrert warden ohne an VrtaUtat zu verlieren. 

fa einem z^iten Scbrtt [12] warden ungeSbr 400 bis 800 Zelleu to j= 20 pi Medium fa 

ST P T h * W " t ^ * - Deckel v 1 jLo^I 

Probata, gegeban, umgedrebt und uber die nut Medium geflUlte PetrisohaJe geleg, Ztoss 

D,nnb diese Art Kulnvierung bilden slob fanerbalb von 48 h, fa Aulebnuug an bereits 

bodres be^ebnete Zellaggregate [I4 ], ffle ^ , Tage ^ ^ ^ . 

umgesefct werden [,„. Die Teilanaient [ 18] ana Pig. t zeigt etae Au&aW 
eines solchen Organoid Body. • 

Die fa Su^penaionaknlte wachsendeu Organoid Bodies bilden neue Organoid Bodies die 
aueh ta Snellen die Bildung von nenen Organoid Bodies faduzieran Die Zellen afad 
aowobl ala Organoid Bodies ais anoh ala Ein^ellen einfnerbar und behalten dabei ibre 
Vrtabtat und ifa Diflerenzierungspotemdal. 

Pig. 2 zeigt den innnnnhiatologiaohenNaobweis von naoh dem arfindungagemafien Verfabren 
tergestellten differenrierten Zellen nut emodermalen Eigenaobaften ana Ratten. Die Zellen 
warden nut Anfflrorpem gegen Cytoteatta und Amylase angefflrbt Zuaatdicb wurden die 
Zellkeme mit DAPI angefirbt 



Hg. 3 zeigt den tam^histoiogi^en Nach Weis voanaeb dam erfcduagagemaBea Varfitoea 

rr— ■* — — - h^JTZ 
^TTZT**" Ke 26116,1 - »* «- — «*- 

el^aneamfc^opiaeben A<jaataen kamea 
zw^^denNarven-unddenM^el^enb^baehletw^CMohtgezeig.). 

ssrrrjnr, f &lsmde Maite Mra ^ «*— ~ 

^TTT* el6te — "dene 

mo^bo.eg.eb warden, aewie ZeU-ZeH-Konfafcte * Zemben & ^ 

Meraktionen gefunden werden 

to einem Beiapiel aollen die verzugaweiae verwendeten ArbeSaachritte dea Verfabrena ^ 
dargelegt werden: 



tt. aUgememen Axbettaa^weiaungen, wie aie & Verfabren „ KuM™^ von tterisciea 
Zellea i-d mebesendere von SaugederzeUen gebrauehlieb smd, aind » beaehtan. Erne aterle 
Umgebung, to der daa Verfabren durebgefflmt warden aoll, iar - auab wean bierza tame 
wedare Beaehreibnng arfalg. - in jedem Fan einzubalten. Folgande Fuller and Median 
mlissen bereitgestallt werden: 



HEPES-Staimnlo sunggH 7,6) 2,383 g HEPES auf 100 ml A. bidest. 
HEPES-Eagle-Medium (pH 7,4) 90 ml Modified Eagle Medium (MEM) 
1 0 ml HEPES-Stamml5sung 



Isolationsmedium (pH 7,4) 3 2 ml HEPES-Eagle-Medmm 

8 ml 5% BSA in A. bidest 
300ulO,lMCaC12 
100 pi Trasylol (200.000 OB) 



Digestionsmedium (pH 7,4) 



iiibibationsmediuin 



20 ml Isolationsmedium 
4 ml Kollagenase 



f^fff^fof&dEagle Medium (DMEM) 
380 ml DMEM 

95 ml 30 min bei 54 "C inaktiviertes PCS 
5 ml Glutamin (GIBCO BEL) 
5 ml (3,5 ,il 0-Meroaptoethanol auf 5 ml PBS) 
5 ml Non-essential ammo acids (GIBCO BRL) 
5 ml Pemcillin/Streptomycin (GIBCO BRL) 



Zellen 



1. PrSparafion des Gewebe, und IsoBenrng der 

In den Ductus pancreaticw von 2-3 Jabie alto, P,«. 

stnmpfen Kanffle bei der Katte 10 ml dC t *" ^ md — 

Das gesamte Pandas J^T^T^ ^ "* 

- »— dmm ^t^T^^T^ST ^ 

ndt Carbogen begaa, nnd * 20 ml^Tc ^ f^" 1 - 

toWbiert Danaoh sangt man JZ r — " M " M " W 200 ZyWenA ^ 

^ -tie I0 ^^~nmnnd g ib,w i ede r 5ml D i g es a onsmemnm ZU mGowebe 
Nach emeutem Begasea mit 'rnrl™»*« «w 1 • 

gewaschen f37 n x. ™™ 111 ^^oationsmedium 

Le^L^^T " ^ ^ * * Das 

Gewebe^^riT ——M. b« and auf 



2. Kultivierung der Zellen 



Die Geweb^turscWen „ft dee iaolierten ^ ^ fa ^ ^ 



Am aebeuteu Tag in KuIte ^ Zdlen ^ ^ ^ bestehmd aw 2 pB 
I K^T 2 ~ ~*«* Dabei losan aieb die ^ vom Bodm 

^rt, °' *** 5 - W - tWand abg eaaugt 

r ™«> auf erne awil 

bberftbxt und 10 ml B^tion^™ ^ Der Medienweohsd ^ ^ 



Am vxerzebnten Tag in Knltar ^den ^ ^ ^ ^ ^ g ^ 

! ^^"^ t Die ZeUauapanaion ^ 5 ^ 

-ntni^ert, der tWtand abgeaaugt und die Zellen in 6 ml Intabanonamedium 
resuapendtert, auf 3 nntttere ZeiikutafUaeben aberfflbrt und jeweOa 10 ml 
Inkubatiori^ediijin dazugegeben. 

Die Zellen werden weiter kuMviert und so oft passagiert und ausgesat bis die Zellen einen 
sennkonfluenten bis konfluenten Zustand erreicben 

3. HersteHung von Organoid Bodies 

Die undiffereazierten Zellen werden mit einer Losung ana 10 ml PBS, 4 ml Trypsin, 8 ml 
Dd^erungsmedium abb^sMert und 5 Minuten abzentrifugiert. Daa resuMerende Pellet 
wad ao nr DiffiareBzieruBgamedium resuapendiert, daaa aich eme Verdunnung von 3000 
Zellen je 100 ul Medium etoateffi. AnaeblieBend werden die Zellen noebmala gut nut einer 3 
ml Pipette stispendiert 

Von bakteriologischen Petrischalen, die voiher mit jeweils 15 ml PBS (37 -Q pro Platte 
beschicbtet worden sind, wird der Deekel abgenomtnen und umgedrebt Mit Hilfe einer 
antonaatiscben Pipette werden auf einen Deckel ca. funfcig 20 ^ Tropfen gegeben. Der 
Deckel wird dam schnell umgedrebt und auf die mit Differenzierungsmediuni gefdllte 



Ptttah* gegeben, sodass die TYopfen naoh unten bangen. Die Petriscbalen werden 
ansobbefiend vorsiohtig to den Brutsobrank gestellt und fflr 48 b totabiert. 

Snr*" ^ ^ *" Tr ° Pfm ^ * Organoid 

Bote (OB) genannt werden soUen, a* jeweils ^ DeoMa ta je ^ baktedo 

B^oMe m* 5 ml utobauonsmedhun mft 20 H FKS ubarfflbrt und & weitere 96 b 

Die Organoid Bodies wemen nun vorsiobug nnt einer Pipette aufgesammelt nnd in mtt 0,1 % 
Oelabne bescbiobtete ZeUkulturgefaBe nut Difle^erongsmeJtam uberfubrt M einer 
binder* bevorzugten Ausgestaitung dea Verfahrena verwende, ,nan ala KulturgeaB nnt 0,! 
^Gelanne besebiebMe 6 em Petdaebalen, in die 4 ml D^erenzierungsmeuium vorgelegt 
wurde nnd dre ansohbaBend nnt je 6 Organoid Bodies besobiekt werden. Bin wires 
bevorzugtos Knltargeafl sbd m 0>1 % ^ ^ ^ ^ ^ 

Dtferenzrerungsmedium vorgelegt wurde und die ansebbefiend nnt je 3-8 Organoid Bodies 
teobrot. wden Danebenk^en aucb24^^^^ 

0,1 A Gebmne besobiebtet wurden und in die je 1,5 ml pro well Differenzierungsmedium 
vorgelegt wurde und anaebliefiend mit je 4 Organoid Bodies beaebiokt werden 

Derart kuBhdert, iat die Differenrierungsfflnlgkeit der ZeUen in den Organoid Bodies sMviert 
und die ZeUen diflereuzieren siob in Zellen der drei Kehnblfflter Mesoderm, Entoderm und 
Ektoderm. Damit erfffllen sie die Definition von pluripoteoten StammzeUen. Die Zellen 
kannen sowobl ala Organoid Bodies als aueb ala einzelne ZeUen gelagert und kultiviert 
werden und behalten ihre Pluripotenz. 
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AnsprOche 

1 . Verfahren zur Herstellung adulter pluripotenter Starnmzellen 

gekennzeichnet durch 

Entnehmen acinaren Gewebes, 

Zerkleinern des acinaren Gewebes, 

Kultivieren des zerHeinerten acinaren Gewebes (1 0), 

Vermebxen der in Kultur persisitierenden Zellen, 

t)berrunren in hahgende Tropfen (12), 

Bilden lassen von Zellverbanden (14) und 

"Obertragen der Zellverbahde in Supensionskultur (1 6). 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das acinare Gewebe 
Pankreasgewebe ist 

3. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, dass das 
acin&re Gewebe einem S&ugetier entuommen wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das Saugetier ein Primat ist.. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Primat ein Mensch ist. 
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